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【目的】Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) はアレルギー炎症のマスタースイッ
チと呼ばれている。その TSLP は主に上皮細胞によって産生され、樹状細胞に作用す
ることで Th2 型免疫反応を促進する。TSLP によって活性化した樹状細胞は OX40L 

















して低酸素誘導因子 HIF-α を水酸化することで、HIF-α の分解を促進する。一方、低
酸素環境では、酸素分子が制限要因となるため、PHD による HIF-α の水酸化は阻害
される。HIF-α は低酸素応答配列 (HRE) への結合を介して様々なタンパクの発現を
正または負に制御する。例えば、上皮細胞におけるバリアタンパクのフィラグリンは 
HIF-α によって発現上昇する。さらに、ヒト乳がん細胞株 MCF-7 細胞において 5′-
GACATG-3′ および 5′-AAACAGGA-3′ が HRE として同定され、HIF がこの HRE 
に結合することで Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI、組織因子経路インヒビタ
ー) のようないくつかのタンパクの発現を抑制することが報告されている。すなわち、
低酸素状態で活性化される HIF-α はタンパクの発現に多様に関与している。 
 本研究では、低酸素状態での TSLP の発現制御機構の解明を目的とした。ヒト表皮
ケラチノサイト細胞株 HaCaT 細胞とマウス表皮ケラチノサイト細胞株 PAM212 細






ト細胞株 PAM212 細胞を低酸素環境下、あるいは擬似低酸素誘導剤である DMOG、
塩化ニッケルや塩化コバルト、そして HIF-α 阻害薬とともに前処置したのち、TNF-α 
で刺激した時の TSLP や炎症性タンパクの mRNA 発現量および転写活性をそれぞ
れ Quantitative real time PCR 法および Luciferase assay 法により解析した。HIF-
1α、HIF-2α の発現量を Western blotting 法により解析した。また、細胞毒性を MTT 
assay 法により解析した。ICR マウスを用いた空気嚢モデルにおいて、LPS および 
DMOG で刺激したときの白血球浸潤および TSLP の mRNA 発現量を解析した。 
 
【結果と考察】 
1. TSLP 発現に対する低酸素環境の効果 
 HaCaT 細胞を TNF-α で刺激すると、2 h で TSLP mRNA の発現が増大した。こ
の増大は、低酸素状態で前処置することにより有意に減少した。対照的に、TNF-α、IL-
6、MCP-1、VEGF-A および IL-8 mRNA のレベルは上昇あるいは変化させなかった
ことから、低酸素環境では TSLP の発現のみが選択的に抑制されることが示唆される。 
 
2. TSLP 発現に対する塩化コバルトおよび塩化ニッケルの効果 
 TNF-α 刺激による TSLP 発現が低酸素処置で抑制される分子機構を明らかにする
ために、次に擬似低酸素誘導剤の塩化コバルトおよび塩化ニッケルを用いた。二価金属
イオンの対照として塩化マグネシウムを使用した。HaCaT 細胞における TNF-α 刺激
による TSLP mRNA 発現は、1 mM の塩化コバルトおよび塩化ニッケルによって阻
害されたが、1 mM 塩化マグネシウムによっては阻害されなかった。低酸素の条件下で
得られた結果と同様に、塩化ニッケルおよび塩化コバルトは TNF-α 刺激による IL-8 
発現をさらに上昇させた。さらに塩化ニッケルおよび塩化コバルトの阻害効果は、細胞
生存率に影響を与えることなく、そして低酸素状態での前処置時間の増加とともに増大
し、8 時間で最大抑制を示した。同様の結果がマウスの PAM212 細胞株でも確認され
た。すなわち、塩化ニッケルおよび塩化コバルトは、TNF-α 刺激による TSLP 発現を
有意に抑制した。また、塩化ニッケルおよび塩化コバルトは VEGF-A の発現を誘導し、
これらの化学物質が使用濃度で HIF-α を安定化していることが示唆された。 
 
3. TSLP 発現に対する PHD 阻害薬 DMOG の効果 
 TSLP 発現に対する低酸素、塩化ニッケルおよび塩化コバルトの阻害作用が PHD 
の阻害によって起こっているのかどうかを評価するために、PHD の特異的阻害剤であ
る DMOG の効果を解析した。DMOG は生存率に影響を与えることなく、TNF-α 刺
激による TSLP 発現を塩化ニッケルと同程度に抑制した。さらに、DMOG および塩
化ニッケルの両方がフィラグリンの発現を増加させ、これらの処置が結果として PHD 
の阻害および HIF-α 依存的な経路を活性化したことが示唆された。また DMOG の効
果もその濃度に依存していた。 
 
4. TSLP 発現に対する低酸素誘導因子 HIF-1α、HIF-2α の影響 
 低酸素条件下、または塩化コバルトおよび塩化ニッケルの存在下で 8 時間、HaCaT 
細胞を処置すると、HIF-1α および HIF-2α タンパクレベルが増加した。そこで、HIF-
1α inhibitor および HIF-2α antagonist を用いて低酸素下での TSLP 発現の抑制に
対する HIF-1α および HIF-2α の役割を検討した。低酸素、塩化ニッケルおよび塩化
コバルトによる TNF-α 刺激誘導性 TSLP 発現の阻害は、HIF-1α inhibitor により回
復しなかった。一方、それらの効果は全て HIF-2α antagonist によって抑制された。
より高濃度の HIF-1α inhibitor もまた、塩化ニッケルによる TSLP 発現抑制作用を
抑制しなかった。対照的に、塩化ニッケルによる VEGF-A およびフィラグリンの発現
誘導はそれぞれ、HIF-1α inhibitor および HIF-2α antagonist によって有意に阻害さ
れた。低酸素処置、塩化ニッケルおよび塩化コバルト誘導性の HRE 転写活性もまた、
HIF-2α antagonist によって有意に阻害された。これらの結果より、低酸素処置、擬似
低酸素誘導剤による TSLP 発現抑制機構に HIF-2α が関与することが示唆された。 
  
5. TSLP プロモーター領域における negative HRE の関与 
次に HIF-2α が HRE への結合を介してその阻害効果を示すかどうかを解析した。
HRE reporter plasmid を用いたレポーターアッセイにおいては、DMOG が塩化ニッ
ケルよりも強力にプロモーター活性を上昇させることを示した。そのため、以下の実験
においては DMOG を使用した。TSLP 遺伝子のプロモーター領域 (-4102 to +185 bp) 
では、4 つの NF-κB 結合部位 (N1-N4) が TSLP の発現に重要な役割を果たしてお
り、3 つの Negative HRE コンセンサスサイトが特定されている。HIF-2α が HRE 
への結合を介して TSLP 発現を阻害するかどうかを確認するために、NF-κB site ま
たは推定上の HRE site を欠失した 4 つのレポータープラスミドを作製した (図 1)。
TSLP 発現と同様に、DMOG は -4102 to +185 bp 領域のプロモーター活性を阻害し
た。N4 および N3 の欠失、ならびに -3214 to +1330 bp 間の HRE の欠失は、DMOG 
の効果に影響を与えなかった。しかしながら、DMOG は、-71 to +185 bp (-4102 to -
72 bp) 領域が欠失した時のレポーター活性を阻害しなかった。これらの結果より、HIF-
2α がおそらく HRE を含む可能性がある -71 to +185 bp 間の領域への結合を介して 
TSLP プロモーター活性を阻害することが示唆された。 
 
図 1. 本研究で用いた HRE を含んだ TSLP のレポータープラスミド 
 
6. 空気嚢型炎症モデルにおける TSLP 発現に対する DMOG の効果 
 マウスにおいても擬似低酸素処置することにより、TSLP 発現を阻害するかどうかを
確認するために、ICR マウスを用いて LPS 刺激空気嚢型炎症モデルを作製した。
DMOG は白血球浸潤数を抑制することなく、LPS 刺激誘導性 TSLP 発現を阻害した。







る。また、PHD 及び HIF-2α が TSLP の発現制御機構に重要であることが示唆され、
さらには TSLP のプロモーター上流に negative HRE があることが示唆されたため、
これらに対してアプローチすることにより、一つの薬で TSLP およびフィラグリンを
標的とした治療への応用につなげることができると考えられる (図 2)。 
 
 
図 2. 低酸素環境および擬似低酸素誘導剤による TSLP 発現抑制機構 
別紙様式（Ａ４判）   論 文 審 査 結 果 の 要 旨 
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して、ヒトケラチノサイト細胞株 HaCaT 細胞を用いて、TNF-α刺激による TSLP 発現
に対する低酸素状態あるいは擬似低酸素誘導剤の効果を検討している。 
まず HaCaT 細胞において TNF-α 刺激による TSLP の発現が、低酸素状態、擬似低酸





次に、HIF が結合するコンセンサスサイト(HRE)は TSLP の上流４kbp 内に３箇所推定
されることから、どの HRE が関与するかを明らかにするために、TSLP プロモーター領
域を段階的に欠失させたレポータージーンアッセイを行なっている。その結果、DMOG は、
-71 to +185 bp (-4102 to -72 bp) 領域を欠失した時のレポーター活性を阻害しなかったこ
とから、HIF-2α はおそらく -71 to +185 bp 間に存在する HRE への結合を介して TSLP 
プロモーター活性を阻害することを示唆した。 
さらに、in vivo においても擬似低酸素誘導剤が、TSLP 発現を阻害するかどうかを ICR 
マウスを用いた LPS 刺激空気嚢型炎症モデルを用いて確認している。 
以上の結果から、低酸素状態では TSLP の発現が低下することを初めて見いだし、さ
らにこの抑制作用には HIF-2αが-71 to +185 bp にある HRE に結合することが関与して
いることを示唆した。本研究成果は、アトピー性皮膚炎のような疾患において、慢性炎症
等により表皮組織の低酸素状態が崩壊した場合には、TSLP 産生の脱抑制が生じて、炎症・
アレルギーが増悪化していく可能性を示唆している。また、PHD の阻害薬は HIF の発現
を増加することにより、TSLP の産生を抑制すること、同時にバリア機能として重要なフ
ィラグリンの発現を高める作用もあることから、PHD を標的にすることで、一つの薬で 
TSLP およびフィラグリンの発現を正常化させる新しい治療への応用につなげることがで
きると考えられる。よって，本論文は博士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
